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リ ボ 核酸に よ る溶連菌溶血毒素 str eptolysin S 増
産効果す な わ ち核酸効果りの 研究 に 端 を発 し て 行 な わ
れ た 溶 連 菌 に よ る 実 験 的 制 が ん 研 究 で
Str ePtOlysin S 産生能 を有す る溶連 菌に 制 が ん 能が
み ら れ る こ と 2切i実験的 に 証明 さ れ た こ と に よ り 腫瘍
患者 に 丹毒が併発す る と腫瘍 が縮少 ･ 消失す る と い う
古 い 臨床家の 報告
3Iを実験的 に 証明 す る と と も に ,溶連
菌 に よ る 一 連の 制が ん に 関す る実験的研究が行 なわ れ
る よ う に な っ た . 実験 は や が て 溶連菌 の 無毒化 と制が
ん能増強化の 方向 へ と進 み t そ の 結果新 し い 制 がん 剤
PC - B - 45(O K - 4314持)及 び そ の 凍 結乾燥模品
O K - 432珊 ) が 開発 さ れ る に 至 っ た . 一 方 , こ れ ら
一 連 の 研究 と と もに 抗腫瘍性溶連菌 の 有効因子 に関す
る研究 も行な わ れ , 抗腫瘍性溶連菌 Su 株( 以下Su 菌
と略記) の 無細胞抽出液 よ り硫酸 ア ン モ ニ ウ ム の 濃度
別分画沈澱法 に よ っ て エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 に 抗 が ん
活性 を有 し7).そ の 他 の 可移植性腹水腫瘍細胞 に対 し て
も細胞傷害性を も つ 2 0)分画60F が分離 さ れ る に 至 っ
た . 同分画 に つ い て は腫瘍細胞傷害性 の ほか 常 に 溶血
活性 が あ る こ と7抑 並び に 同分画の 本態 は タ ン パ ク で あ
り , 他 に 核酸体 , 多糖類 が若干含 ま れ て い る こ と丁), 及
び タ ン パ ク も 一 つ の もの で な く数種類 の タ ン パ ク が
60F分画 に 混在す る こ と も報告 さ れ て い る .
溶連菌 の 抗腫瘍能と str eptolysin S 産生能 とは密
接 な関係 にあ る 仰 1)が , し か し な が ら 同菌 の 腫瘍細胞
傷害作用 が溶連菌生菌体 ま た は菌体内成分 に よ る の か
或 い は菌体外溶血毒素(str eptolysin S 及 び str ep ･
t olysin O)ま た は Gin sbu rg ら 11)14) の い わ ゆ る C ell
bo u nd he m olysin に よ る の か は未解決 の ま ま で あ っ
Studie s o nthe Antic a n c erFa ctor(S) fr o m
た
.
一 方 , 抗腫瘍性6 0F 分画も常 に StreptOlysin S産
生能 を有す る溶遵蘭 か ら の み え る こ と が で き , しか も
同分画 に は常 に 溶血徳性 が あ る こ と8)か ら ,60F 分画に
お い て も そ の 抗腫瘍作用 が溶血活性物質 に よ るの か 或
い は溶血活性物質が た ま た ま同分南中 に 混入 して い て
抗腫瘍性物質 と溶血活性物質 が別 の も の で あ るか に つ
い て は明 らか で なか っ た . こ れ ら の こ と か ら本研究で
は60F分画 の 精製 と溶血活性物質 の 分離除去 を 目的
と し て 実験 を行 な い , 抗腫瘍徳性 と溶血活性 に つ い て
考察を 行 な っ た .
材料お よ び方法
1,60F 分画: 60F 分画 を S hoin の 方法7)に よ っ て 調
製 した . す なわ ち , 教室保存 の 溶遵薗 Su 株 (Su 菌t
Ty pe 3 )の 18 時間肉汁ブイ ヨ ン 培養液 300mL を 5Lの
3% 酵母 エ キ ス 培地¢)(pfi7.1) に 接種 し , 37 ℃で 24
時間培養 し たの ち培養液 を冷却 して 低温下 で 連続遠JL､
(1 2,000rpm t120mL /min) して 集菌 し , 菌体を 冷生
理 食塩水 で 2回洗浄 し た の ち冷蒸留水 に 浮遊さ せ た｡
こ れ に さ ら に適量の 蒸留水を加え て 薗 海産 が O D 260
n m(日立 一 塊場 spe ctr o nic s20)で 40に な る よう に調
整 した . 次 い で 70mエの 細胞破砕用瓶(ブ ラ ウ ン 社製)
に Su 菌浮遊液30Inは ガ ラ ス 粒 (ブ ラ ウ ン 社 製 . 径
0.1 mm)40g を 入れ て 細胞破砕機(ブ ラ ウ ン 社製)に よ
り二 酸化炭素 ガ ス に よ る冷却下で 4,00rpm2 分
●
間 2
回 (計4分間) ホ モ ジネ ー ト した の ち , 直 ち に ホ モ ジ
ネ ー ト 液を ガ ラ ス ろ過器(Gl) で ろ過 して ろ液( 無細
胞抽出液 c ell fre e e xtr a ct)を 採取 し , こ れ に 硫酸ス
ト レ プ ト マ イ シ ン を 最終濃度が 2 %に な るよ う に 加 え
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て 低温下で 30分間放置 し たの ち ,遠心 に よ っ て 沈澱 物
を除去し た . え ら れ た上宿液 を Visking の セ ル ロ ー ズ
チ ュ ー ブに 入れ て 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 飽和溶液 (ア ン モ
ェ ァ 水に て pH 7.2 に 調 整) に 対 して 一 昼夜透析 を行 な
い , 生じ た沈澱を遠心 に よ っ て 集 め , こ れ を冷蒸留水
に溶解 して 再び セ ル ロ ー ズ チ ュ ー ブ に 入 れ て 硫酸 ア ン
モ ニ ウ ム の 40 %飽和溶液 に対 して 一 夜透析 し た . 生 じ
た沈澱物 は遠心 に よ っ て 除去 し , え られ た上宿液 を さ
ら に 50% 飽和溶液 , 次 い で 60 %飽和溶液 の 順 に それ
ぞれ 一 昼夜ずつ 低温下 で 透析 を行 な っ た . こ の う ち60
% 飽和溶液で 沈澱 す る沈澱物 ( 60F分画) を遠JLりこ よ
っ て 集め , 蒸留水 に溶解 して 蒸留水に 対 して 透析を 行
6 0F- fr a ctj. 0 n
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な っ て 脱塩 した の ち , 凍結乾燥 を行 な っ て 60F 分画の
無品形粉末を用意 した .
2.60F の 再分画
1)再分画法1: 60Fの 再 分画は全操作を低温下 で 図
1 に 示 す如 く 行な っ た . 前記の 如く に し て 作製 し た無
品形粉末 ( 60F分画)30 mgに 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 57.5
%飽和溶液(pH 7.1) 30m ほ 加 え て 低 温下 で 30 分
間撹拝 し た の ち 遠 心 ( 10.000rpm .30分) して 上宿
液 と沈殿物 に 分 けた . 上浦液に つ い て は こ れ を セ ル ロ
ー ズチ ュ ー ブに 入れ て 一 夜硫酸ア ン モ ニ ウ ム 飽和溶液
に 対 し て 透 析 を 行 な い t 生 じ た沈澱物を遠心 に よ っ
て 採取 し, 蒸留水に 溶解 して 透析 に よ っ て 脱塩 し たの
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ち凍結乾燥 を行 ない , え ら れ た 粉末棟品を60 F- 575
分画( 収量16mg)と し た .硫 酸ア ン モ ニ ウ ム 57.5 %飽
和溶液 に 溶解 しな か っ た 沈澱物 に つ い て は 硫酸ア ン モ
ニ ウ ム 55 % 飽和溶液30 最 を加 え て 30 分間撹拝し た
の ち遠心 に付 して 上宿液と沈殿物に 分 け , 上帝 液 に つ
い て ほ前記 と同様 に し て 無 品形粉末棲品60F - 55分
画( 収量18.5mg) をえ た . 55% 飽和溶液 に 溶解 しな
か っ た 沈毅物 は さ ら に 硫 酸 ア ン モ エ ウ ム 飽和濃度 52.5
%液 , 50%液 , 47.5 %液 . 45 %液 , 40 %液 t 及び 0
%液に よ っ て 順次前記 と同様 に 処理 し , 各飽和濃度の
60F -fr a c七io n
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硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 液 に 溶 解 し た60F の 各分画を沈軋
脱塩 , 凍結乾燥 に付 し て え ら れ た粉末棲品 を そ れ ぞ
れ 60F- 525 (収量30 mg),60F - 50(収量33mg),
60F - 475( 収量25mg),60F
- 45(収量23mg).60F
- 425 (収量 18mg),60F - 40( 収量17.5 咽), 及び
60F - 0分画(収量95mg)と した .
2). 再分画法2: 60Fの 再分画を図 2 に 示すように
も行 な っ た . すな わ ち ,60F分画 100mgを硫酸 ア ン モ ニ
ウ ム 52.5 %飽 和濃度溶液 10m‖こ溶解 さ せ ,30分間捜
拝 し た の ち同液 を遠心 (10,000rpm ,30 分) に 付 し上
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清液と沈澱物 に 分け た ･ 上清液 は Visiking の セ ル ロ
_ ズ チ ュ ー ブ に 入れ て 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 飽和溶液 に 対
して 一 夜透析を 行な い , 生じ た沈澱物 を遠 心 に よ っ て
集めて 蒸留水 に 溶解 した の ち透析 に よ る脱塩 を行 な っ
てか ら凍結乾燥を行な い , え ら れ た粉末標品を60F I
分画 (収量387曙) と した - 従 っ て 60 F I分画に は再
分画法1 で の 60F
- 575,60F岬 55, 及 び 60F - 525
分画が含 まれ て い る . 52.5 %飽和溶液 に 溶解 しな か っ
た沈澱物 に つ い て は こ れ に 硫酸ア ン モ ニ ウ ム 47.5 %
飽和溶液 10m ほ 加え て 撹拝 した の ち前記と 同様 の 操
作を行な っ て 上清液と沈澱物 に 分 け , 上 宿液に つ い て
は60F I分画の 如く 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 飽 和 溶液 に 対
して透析 を行な っ て 沈 澱 した も の に つ い て は 蒸留水に
溶解し , 透析を 行な っ て 脱塩し た の ち 凍結乾燥 し. え
られた粉末榛品を60F Ⅲ分画 (収畳221mg) と し た .
従 っ て 同分画 に は ,60F
- 50,60 F- 475分画が含ま れ
て い る . 47.5% 飽和溶液 に 溶解 し なか っ た沈 澱物 に つ
い て は こ れを 兼留水に 溶解さ せ て か ら 蒸留水に 対し て
透析を行な っ て 脱墟 し た の ち凍結乾燥 を行 な い え られ
た粉末模品を60F Ⅲ分画 (収量271mg) と し た . 同分
薗に は前記 の 60F-45,60F 岬 425,60F - 40,60F-
0分画が 含ま れ て い る .
60F Ⅱ分画に つ い て は 同分画 を蒸留水 に 溶解 し た
の ち , こ れ に 硫酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を最終濃度が 2
%に なる よ う に 加 え て 30分間撹拝後 ,硫酸 ア ン モ ニ ウ
ム 飽和溶液 に 対 し て 透析 を 一 夜行 な っ た . 生 じ た沈澱
を遠心 に よ っ て 集 め た の ち , 蒸 留水 に 溶解 し て 透析 を
行な っ て 脱塩 し , 凍結乾燥 し て え ら れ た 粉末標品 を
60 F Ⅲ 1分画と し た ,
3.60F 及 び 60F再分画溶液 の 作製: 60 F 並 びに 60
F 再分画 の 各棟品を そ れ ぞれ M/15燐酸緩衝生理食塩
水(pH7.2)に 溶解 して 0.2 %溶液を作製 し , こ れ を原
液と し た . 実験 に は原液 ま た は そ の 稀釈液 を実験直前
に そ の 都度作製 し て 用 い た .
4.J門 リブけ 0 ･わ‡ ロ∫ぴ0 法に よ る制が ん実験: 60F 分
画並び に そ の 再 分画標品 の 腫瘍細胞傷害活性を , 玩
びJけ 0-∫乃 U古びO 法 に よ る が ん細胞移植増殖阻止実験 に
より試験し た .
1). 実験動物: 体重 18- 21g の d d系 マ ウ ス (雄)
を1群10匹と し て 実験 に 用 い た .
2). 腫瘍細胞: エ ー ルリ ッ ヒ腹水が ん 細胞を使用した .
3 ). エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞浮遊液の 作製: エ ー ル リ
ッ ヒが ん細胞 を腹腔内 に 移植 した マ ウ ス か ら 10 日目
に 腹水を採取 し . こ れ を遠心 して え られ た沈澱 (が ん
細胞)を M /15燐酸緩衝生理食塩水(pE7.2)に て 2回
洗浄した の ち , 洗浄が ん細胞 に M /15燐酸緩衝生理 食
37
塩水を加 えて 3.5 × 10! 細胞/ mエの 細胞浮遊液を 調整
し た .
4). Jれ U∫け ロ ー ブ乃 びfぴ0 法実験術式: 60F 並 び に
60F再分画の 各原液並 び にそ れ ぞ れ の 稀 釈液 4m£と
エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞浮遊液 4 血 と を混 じ て 37℃ で
60 分間イ ン キ エ ペ ー ト し たの ち こ の 混合液 を そ れ ぞ
れ に 対応す る1 群10 匹の マ ウ ス の 腹腔内 に 0.5 mエず
つ 接種 し て 60 日間 マ ウ ス を観察 した .混合液接種後観
察期間内 に 死亡 し た マ ウ ス に つ い て は直ち に 解剖 し て
そ の 死因が 腫癖 に よ る もの か 否か を 判定 し . ま た60日
目 ま で 生存 し た マ ウ ス は屠殺 して 腫瘍浸潤 の 有無 を肉
眼的 に 観察 し た ｡ な お .対 照 と して は M /15燐酸横衛生
理食塩水 4m ほ が ん細胞浮遊液 4 血 を混じ て 37 ℃ で
60分間イ ン キ エ ペ ー 卜 し た混合液を 1 群10 匹の マ ウ
ス 腹腔内 に 接種 し た も の を用 い た .
5. 溶血力試験: 60F並 び に 60F 再分画の 各原液(
2mg/山)1 混に 生理 食塩水 1 雨 を加え て よ く振 と う し
た の ち こ れ の 生理 食塩水 に よ る1扉 宛の 倍加稀釈液列
を作製 し . こ れ ら 各管 に 3% ウ サ ギ 脱線維血球浮遊液
1 山宛 を加 え て 37 ℃ に2時間静置後各管の 遠 心 上浦
液 に つ い て O D 540n m で の 吸光度を測定 して 披検60
F及び そ の 各再分画 の 溶血力を溶血単位(H U)/m g で
表示 した . ( な お, 1 溶血 単位 と は . 3 % 脱線維血球浮
遊 液 で の 50 %溶血 を お こ させ る力価 で あ る
.)
6. 里色反応: 各分画 の 0.1 %歯液 に つ い て タ ン パ
クの 定性試験 に は ニ ン ヒ ド リ ン 反応及び ビ ュ ウ レ ッ ト
反 応1削を , 糖の 定性試験 に は モ ー リ ッ シ ュ 反 応l削 を ,
R N A定性試験 に は オ ル シ ノ M ル 反応 を , D N A定性試
験 に は ジ フ ェ ニ ー ル ア ミ ン 反応2 0)を そ れ ぞ れ用 い て 反
応の 有無を調 べ た .
7. Disc電気泳動法: Disc電気泳動 は Da vis紺 の 方
法 に 従 っ て 行 な っ た . す なわ ち. 7% Ac ryla mi de
分離用 ゲ ル (pH8.9)を 作製 し,60 F及 び その 再分画標
品 60F I, 60F 口 1及 び 60F Ⅲの 1 %水溶液 0,02mL
に つ い て 2m A/tube の 電流 で 約2時間泳動L た. つ い
で ゲ ル を固定染色液(メ チ ル ア ル コ ー ル 50 山, 酢 酸1.O
mL ∴蒸留水 40nl, Amido Bla ck 10B lg) に て 染色
した の ち
, 7 %酢酸 に て 脱色 し た .
成 積
1.J乃 びi汁 0 -∫れ 〃古び0 故 に よ る制が ん実験成構:
J乃 〃～汁 0 一 方乃 びgぴ0 法 に よ っ て 行な っ た 60F 及 び9
樺 の 60F再分画榛品の 移植増殖阻害作用 に 関 す る 成
積 を表 1 に 示 し た . す なわ ち ,60F で は が ん細胞 と の 混
合液中の 作用濃度が 1mg/mエで は1群 10匹 の マ ウ ス
は す べ て が ん細胞腹腔内接種後60日目 に お い て も 生
38 河
存 し, 60日目 に お ける 剖見の 結果, い ずれ の マ ウ ス に
も肉 眼 的所見 で が ん 細胞浸潤像を み と め ず健常 で あ
っ たが t作用濃度 が0.5mg/ 山 で は6 0日 ま で 健常 に 生
存 した マ ウ ス は 10 匹中4匹 で .残り の 6匹 は観察期間
中 に 腫瘍死し た . 作用濃度が0.2mg/m£及 び 0.1 mg/
mエで は マ ウ ス は対照群 の マ ウ ス と 同 様 に こ と ご と く
30 日以内 に 腫瘍死 し た . こ の 60 F よ り再分画 し た 9
分画標品の う ち 移植増殖阻害作用 が み ら れ た の は
60 F- 50 と60F - 475の 2 分画 で , そ れ ぞ れ の 分 画
と イ ン キ エ ペ ー 卜 した が ん細胞 を腹腔内接種 し た マ ウ
ス の 60 日目 に お け る生存数 は作用濃度 が1mg / mエ及
び0.5mg/mエで は 10 匹申10匹が . 0.2 mg/ mエで は そ
れ ぞ れ 10 匹中2 匹及び3 匹が生存 し ,剖検 し た生存 マ
ウ ス に は腫瘍浸潤像 はみ と め られ な か っ た . す な わ ち ,
60F - 50及び60F - 475分画 は60F分画に 比 し て そ
の 腫瘍細胞傷害活性 は 2倍か ら3 倍に 増強 して い た .
60F - 525 分画に は腫瘍細胞移植阻害作用 がみ られ た
が阻害作用 は甚だ蒔 く作用濃度 が1mg/m乙で 10 匹中
5 匹の マ ウ ス が 腫瘍死を ま ぬ が れ た が , 0.5mg以 下 で
は生存数 は0 匹で あ っ た . 他 方 . そ の 他 の 60F -
575,60F - 55,60F - 45,60F - 425,60F - 40 及び
60F- 0 の 各分画 で は作用濃度が1 叩 / mエで も 腫 瘍
野
細胞移植増殖阻害作用 は み ら れ ず , こ れ ら 各再分画棲
品 と イ ン キ エ ペ ー 卜 し た が ん細胞 の 腹腔内接種 に よ っ
て マ ウ ス は 対照群の マ ウ ス と 同様 に 30 日以内 に こ と
ごと く 腫瘍死 し ,60日 日に お け る生存数 は0 匹で あ っ
た
.
再分 画法2に より 60F分画 より 再分画 した 60 F I,
60F Ⅲ 1及び 60F Ⅲの 各再分画標品の 腫瘍細胞傷害作
用の 成績を表 2 に 示 した . 腫瘍細胞傷害性 は 60F-
50 及び60F - 475 を含む 60F Ⅱ 1分画 で は移植増殖
阻害作用 は強 く , 作用濃度が0.5mg/mエで は 10 匹中
10 匹の マ ウ ス が60日目 に お い て も生存 し て お り ,
60F 分画 に比 し て 傷害活性 は約3 倍に な っ て い た . こ
れ に 対 し60F I分画 で は 作用 濃度 が 1 mg / mエで は 生
存数 は0 匹で あ っ た . ま た .60 F Ⅲ分画 で は作用濃度が
1mg/ mエで も す べ て の マ ウ ス が対照群 と同様に 4週間
以 内に 腫瘍死 した .
2. 溶血力試験: 60F 並び に 60F再分画樺品に つ い
て 行 な っ た 溶血力試験 の 成績 を表3 に 示 し た . 再分画
標品 の う ち60F - 55, 60 F- 525, 及び 60F - 50 分画
は , 赤血球浮遊液 との 混合液申で の 作用濃度が 1mg/
山 の と き に 各様品 と も若干の 溶血を示 した が . 作用濃
度0.5mg/mエで は溶血 は み と め られ な か っ た . ま た .
Table l. Co mparativ e in vitro
-iT " ivo antic a n cer e xpe rime nt with 6 0 F
fra ctio n a nd itsfra ctionsprepa r ed by proc edu r el
Fra ction
No. ofsu rv如ors*
Conc e ntratio n of fra ctio nin t he mixtu r e(m g/ml)
1 0.5 0 .2 0.1
6 0 F
60 F-5 7 5
6 0 F-5 5
60 F-5 2 5
60 F-5 0
6 0 F-4 7 5
6 0 F･4 5
6 0 F-4 2 5
6 0 F-4 0
6 0 F-O
Control* *
1 0/1 0 4/1 0
0/1 0 0/1 0
0/1 0 0/1 0
5/1 0 0/1 0
1 0/1 0 1 0/1 0





































































































*Nu mbe r of mic e aliv e on 6 0t h day in l O mic e u sed after intrape r
-
iton eal injectio n of the mixtu re of(2 mlofca r cチnom a c ells s u spen Sio n
and 2 ml of solutio n of ffa ction) which was ln Cubated at 3 r C fo r
6 0m h .
**Suspen sio n of c anC er Cells alone･ A n c o ntr ol mice died of tu mor
inva sion within 2 1 days.
抗腫瘍性溶遵蘭 の 有効因子に関する研究
こ れ らの 成績か ら計算 した 各再分画棟品1mgの 溶血単
位は1H U 以下で あ っ た ･ こ れ に 対 し ,60F
-
0分画 で
は作用濃度が 0.063昭 / mエで も溶血が み と め ら れ . 本
分画の 溶血単位は 35.2H U /mg で各分画標品 の 申 で 最
も 溶血活性 が 強 か っ た . 他 方 , 60F - 475,60F - 45,
60F - 425, 及 び60F - 40分画 で は溶血単位 は そ れ ぞ
れ1.2, 2.8, 6 .2, 及 び9.2 H U /mgで あり , 再分 画が
39
60F - 50 よ り60 F- 0 へ と進む に つ れ . す な わ ち ,
60 F分画 を溶解す る 際の 溶媒液中の 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム
濃度 が低下する に つ れ て 溶血活性が増大 し て い るの が
み と め ら れ た . ま た t 再分画実験 に お い て 300 mg の
60F分画よ り え ら れ た各再分画標品 の 溶血単位 は表
5a に 示 した 如く , ( 各分画棟品1mg当りの 溶血単位)
× ( 各分画標品の 収量, mg) と なり , 各再分画棲品 の
Table 2･ Comparativ ein vitr o-fn viv o antic an C e r e XPeriment wit h 6 0 F
fr a ctio n a nd itsfra ctionsprepa red by pro c edu r e2
Fractio n
No. ofsu r v加ors
Con c e ntr atio n of fr a ction in t he mixtu re(mg/ml)
1 0.5 0 .2 0.1
6 0 F 1 0/1 0 4/1 0 0/1 0 0/1 0
6 0 F I 2/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
60 F II l 1 0/1 0 1 0/1 0 5/1 0 0/1 0
6 0 F III
Co ntr ol*
0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
*Su spe n sion of ca n c e r c els alo n e. Allc o ntr ol mic edied of tu mo rin v a_
Sio n within 2 1 days.
Table 3 ･ Test fo r he m olytic activity of 6 0 Fa nd it$ ffa ctio ns prepa red by
pro c edu r el
Original O･2% s olutio n of te sted fra ction w a s s e ria11y diluted withphysiologi-
Calsa止n e･ To l ml of ea ch diluted solutio n
,
1 ml of 3% washedrab bite ry-
t hrocyte s uspe ntio n w as ad ded, a nd in c ubated at 3 7
0
C fo r2hours, a nd t he n
reading w as taken ･ 十十十十 indic ate s com plete he m olysis;十十十, 十十, +indic ate
Pa rtial he molysis; - indic ates n ohe m olysis.
*On e he molytic u nit(1 H U)is the a m o u nt of he m olytic su sbta nce cau sing
5 0% he m olysis of 3% rab biterythr o cyte suspe n sio n u nderthe stated c o ndi-
tio n.
40 河
溶血単位 の 総計 は3730溶血単位と な り . こ れ は 60F
分画30 mgの 総溶血単位3;360 (11.2H ロ/mg x 300
mg)の す べ て が回収さ れ た こ と を 示 した . な お ,60F分
画の 溶血活性 の 約90% が60F - 0分画( 3.342H U)に
あ る こ と も注目す べ き点 で あ る .
60F分画よ り再分画法 2 に よ っ て 分 画さ れ た 60F
I ,60F Ⅱ 1及 び60F Ⅲ各再分画榛品の 溶血力試験の
成績を表4 に 示 し た . す なわ ち .60F I分画 で は作用濃
度が 1 mg/mムで も ま っ たく 溶血が み ら れず , 60F Ⅱ 1
分画の 1 mg/ 山で は わずか に 溶血が み られ たが , 溶血
単位を算出す る こ と は で き なか っ た . こ れ に 対 し ,60F
Ⅲ分画で は60F分画 よ り も溶血性が強 く , 溶血単位 は
60F分画の 7.2H U /mgに 比 し て 23.5Ilロ/mgと 増 加 し
て い た . ま た , 60 F分画 100mgよ りえ られ た60F Ⅲ分
画 は27mg であ り , 従 っ て 表5bに 示 し た如 く .60F 分画
の 溶血単位(7.2H U /mgx lOOmg)の 約90 % が60F Ⅲ
分画 (23.5注U/mgx 27mg) に 集 ま っ て い る と考 え ら
れ る .
3. 各分画の 物理 ･ 化学的性状: 60F か ら再分画 に
よっ て9 つ の 分 画棲品が え ら れ た が , こ れ ら分画標品 に
つ い て の 細胞傷害性実験及 び溶血力試験 の 成績 か ら ,
60F分画を再分画法 2 に よ っ て 次 の 3 分画に 分 け た .
すな わ ち , 細胞傷害性 も溶血活性 も み と め ら れ な い
60 F- 575,60F- 55. 及び60 F- 525分画 よ り な る
60F I分画 と , 溶血活性 は な い が腫瘍細胞傷害性 が強
い60F - 50 と60F - 475 よ り な る 60 F Ⅱ分画 ま た
は60F II l分画, 及 び腫瘍傷晋性は み とめ られ な い が溶
血活性が 強 い 60 F-4 5, 60 F-40及 び 6 0 F-0 分画 よ りな
る60 FIII分画 で あ る . こ れ ら の 3 分画に つ い て 里色反
応, 紫外線吸収 ス ペ ク ト ル , 及び dis c電気泳動実験 を
行な っ て 以下 の 成績を え た .
1). 呈 色反応: 呈色反応 は60F160F I.60F Ⅱ 1 及
び60F Ⅲ各分画の 0.1 %水溶液( 苛性ソ ー ダ に よ っ て
p廿を中性 に 調整) に つ い て 行 な っ た . 表 6 に み ら れ る
よう に , 各分 画 はと も にタ ン パ タ反 応は 強陽性で あ っ た
野
の に対 し, 60 F分画 に み ら れ たモ ー リ ッ シ ュ 反 応 は60
FIIl に お い て は陰性 と な り, ま た60F 分画 に お い て み
ら れ た オ ル シ ノ ー ル 反応 も60F I分画 , 60F Ⅲ 1分画
で は陰性 .60F Ⅶ分画 で は擬陽性 と な っ て い た . ジ フ ユ
ニ ー ル ア ミ ン 反 応は 各分画と も陰性で あ っ た . こ の よ
う な 成績か ら細胞傷害性 の 60F Ⅱ 1分画 に お い て は
多 糖類 , R N A及 び D N A が み と め られ ず. 60F IIl
分画の 本態 は タ ン パ ク で ある と 考え られ る .
2). 紫外線吸 収 ス ペ ク ト ル : 各分画の 0.1 %水溶液
に つ い て の 紫外線吸収 ス ペ ク ト ル を 図 3 に 示 し た .
60F 分画は 268 mm付近 に 最大吸収値 を も つ が ,60F I,
60F Ⅱ 1 及 び 60F Ⅲ 分画 で は右方 へ シ フ ト し, 60F I
及 び 60F Ⅱ 1分画で は270m m付近 に 最小 吸収値 が み
ら れ , 最大 吸収値は 282 mm付近 に み られ た ほか , 分画
標品 に よ っ て は 292n m 付 近に お い て も小 さ な 山 が み
と め られ た .
3 ). D isc電 気泳動実験 : D is c電気泳動に よ る結果
は図 4 に シ ュ ー マ 的に あ らわ した . 60 F分画に お い て
は 多く の タ ン パ ク の バ ン ト が み ら れ , こ れ か ら 再分画
に よ っ て え ら れ た 6 0F I, 60F Ⅱ 1及び 60F Ⅲ分画で
も60F分画に 比 して バ ン ド数は 減少 し て い たが , な お
数多く の バ ン ド がみ とめ ら れ た . こ れ ら の 成績か ら腫
瘍細胞傷害作用 を も つ 分画 に 固有 な バ ン ド を , ま た溶
血活性分画 に 固有 の バ ン ド を見 出す こ と は で き なか っ
た .
考 察
抗腫瘍性溶連薗の 細胞傷害性 に つ い て Ko shim u r a
ら2 2Iは･A 群溶連菌とエ ー ル リ ッ ヒ がん 細胞 を i托 びfけ 0
で 接 触さ せ る と メ ジ ウ ム 中 に S L S が産生 さ れ る と 同
時に が ん 細胞の 移植性が喪失 して い る こ とを 報告 して
い る . ま た
, 清水 ら2 3)は溶連菌 とが ん 細胞 をイ ン キ ュ ベ
ー ト す る と メ ジ ウ ム 中に 260n m 値 と S L S力価が平行
して 増加 し て い る の を観察 し て い る . こ の 腫瘍細胞傷
害性 は S LS産生能 を有 す る 溶連菌 に の み み と め ら
Table 4. Te st fo r hem olytic activity of 6 0 Fa nd its fr a ctio n sprepa red by
pro c edu r e2
Fraction
Con c e ntratio n of fra ctio nin the mixtu r e(m g/ml) HU/m g
1 0.5 0.2 5 0 .1 3 0. 6 0.0 3 0.0 1 5
60 F 十+ 十+ 十十十+ + +十 十+ + 7.2
60 F I < 1
6 0 F II l + < 1
6 0 F III十十+ + +十十十 十 廿 +十十 十十 十 2 3.5
抗腫瘍性溶連薗の 有効因子に関する研究
Table 5a ･ Su m m ariz ed data of60 Fa nditsfractio n sprepared by pr oced11r el
*Total H Uof fraction was notc alc ulated bec ause H U/mg w as m orele s t han
l H U.
Table 5 b
･ Su mm ariz ed data of 6 0 Fa nd its fr a ctio ns pr epared by proce-
du r e2
Fr a ctio n
Y ield fr o m Hem olytic Tot al H U Cytotoxic
1g of 6 0 F a ctivity of fraction a ctivity
(HU/mg) (H U/m g･×Y ield)
6 0F 1 0 0 0mg 7.2 7 2 0 0 十+
6 0FI 3 8 7 < 1
6 0 F II 2 2 1 く 1 +十十
6 0 F III 2 7 1 2 3.5 636 8.5
Table 6･ Colo r r ea ctio n s of 6 0 F
,
6 0 F I
,
6 0 F IIl a nd 6 0 F II‡
Colo r r e a ctionin O.1% solutio n of
6 0 F 6 0 F I 6 0 F II 1 6 0 F III
Ninhyd rin rea ctio n 十+ 十 十十十 + + + 十+ +
Biu r etr e a ctio n 十+ 十 十十+ + 十+ 十十十
M olisch re a ctio n + 土 土
Or cin olra ction + 土






. 溶連歯 の 制が ん能 と S L S産生能 と の 間に 密 接
な関係が あ る と推定さ れ て い る . その 作用機序 に つ い
て , O ka m oto ら.)
6)は溶連菌 に よ る何 らか の 作 用 に よ
っ て が ん細胞 が傷害さ れ . そ の 結果細胞内よ り 流出す
る R N A と溶連菌に よ っ て 二 次的 に SL S が産生 さ れ
る も の で あ る と して い る .
一 方 , Gin sburg ら
24)は溶連
菌 の 細胞傷害性 はS LS産生能 を有す る溶連菌 に み と
め られ る だ け で なく , Cell bo u nd he m olysin (C B H)
や intrac e11ula rhe molysin を 有す る 溶連 菌 に も み
と め られ ,C B H やintra c e11ula rhe m olysin を 欠く 菌
に は細胞傷害性 が み とめ られ な い こ と
川 ∴並 び に S L S
溶血阻害剤で あ る papain や Ie cithin な どが 同溶連菌
の 細胞傷害性 を阻害 す る こ と 川 を 報告 し , 溶連菌の 細
胞傷害因子 と溶血性因子 と は密接 な関係 が あ る と指摘
して い る . ま た , R N A- S L S や C B H が腫瘍細胞傷害
効果 を示 し , さ ら に R N A- S L S にalubu min や
tw e e n40を加え て えら れ る albmin -S L Sや tW ee n
- S LSも腫瘍細胞傷害効果 を示す こ と
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害作用 の 本態 は SLS或 い は溶血毒素 で あ る と して い
る . ま た ､ Taketo ら
2 8〉は溶 連菌と精製 R N A標品 AF
に よ っ て 産 生さ れ る 高溶血力価 の S LS をエ ー ル リ ッ
ヒ が ん細 胞と イ ン キ エ ペ ー 卜 する と が ん 細胞 よ り R N
A の 流 出が お こ り , エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞浮遊液の 濁
度 が減少す る こと を 観察 し, S L Sに は o ncolytic a c-
tivity が あ る として い るが , 同処置が ん 細胞の 増殖性 ,
移植性 に つ い て は明ら か に さ れ て い な い . こ れ に 対し ,
西田- 7)は溶連菌 を エ ー ル リ ッ ヒ が ん 細 胞 に 接触さ せ る
と きあ らか じめ がん 細胞 を S L S溶血 阻 止剤 で あ る
try pa nblue ま た は C O ngO r ed で 処 理 す ると が ん細
胞 の 移植性 を阻止す る こ と 並 び に 精製 SL S 標品に
は細胞傷害性が み と め ら れ な い こ と を報告 し て い る .
さ ら に , Hav a sら
咽 は溶血活性 の 弱 い 溶連菌 で も細胞
崩壊 が位相差顕微鏡下 の 観察 で み ら れ る こ と か ら溶
血毒素以外の 菌体物質が細胞変性を お こ す と し て お り,
溶連 菌 の 細胞傷害作 用 が溶血物質 に よ る もの で あ る




Fig. 4. S he m a of polya c rylami de dis c
ele ctrophor e si of 6 0 F, 60 FI , 60 FII l
a nd 60 FIII.
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抗腫瘍性溶連菌の 有効因子に関す る研究
有効因子 に 関する研究で も ･
S hoin7I は Su 菌の 無細
郎由出液(ce11 fre e e xtr a ct)か ら腫瘍細胞傷害性をも
っ 60F分画を分離 し. Seto
削
は60F 分画 が S L S産生
能をも つ 溶連菌か らの み え られ , 同分 画に は常 に Stre
･
ptolysin S 溶 血 阻止 剤 で あ る trypa n blue によっ
て 阻 止さ れ る溶血活性 が み ら れ る こ と を 報告 して い
る . ま た Ko shim u r aら
2 B)は溶連菌 の 無細胞抽出液の
ア セ ト ン 沈殿物 に つ い て も溶血活性 , 細胞傷害性並 び
に核酸効果が み と め られ る こ と を報告 し て い る . こ の
よう に 溶連菌の 無細胞抽出液 に お い て も抗腫瘍性因子
ま たは腫瘍細胞傷害因子と溶血性因子 と は 密接 な関係
にある こ とを 示す結果が え ら れ て い る が , 両活性 が 同
一 因子に よ る もの で あ るか 否か は不明で あ っ た . こ れ
ら の こ と に 関連 して 行 なわ れ た 本研究で は 表5a .表5b
に 示し た如く , 腫瘍細胞傷害性 と溶血活性を と も に も
っ 60F 分画 か ら硫酸 ア ン モ エ ウ ム に よ る再分画 に よ
っ て 何れ.の 活性 も示 さ ぬ 分画 t 腫瘍細胞傷害性の み を
示す分軌 及 び溶血徳性 の みを 示す 分画 の 3 分画に分
離で き た こ と は , 溶血活性 と細胞傷害性 と は無関係 で
ある こと を 実証 す る も の で あり , Ha v a sらの い う 溶血
毒素以外の 菌体物質 が が ん細胞 に 変性 を お こ す とす る
報告と 一 致す る . し か しな が ら ,60F 分画 に よ るが ん 細
胞に 対す る作用の 形態学的観察 で は位相差顕微鏡
2 8)及
び走査型電郎 細 に よ っ て み られ た プ レ ブ ス の 出現 , 微
絨毛の 膨化
2 8)及 び透過型電願 に よ っ て み られ た細胞内
の 変化 は O K- 432に よ る 形態学 的変化
6I と よく 似
て い る が , 溶連菌に よ るが ん細胞膜 の 破壊 像及び が ん
細胞か ら の R N A流出 な どの 変化が 60Fで は み と め ら
れ ない こ と ( 未発表)な どか ら 60F 分画の 作用は原菌
で ある溶連菌の 作用 と は若干異な っ て い る と 考え ら れ
る . こ れ は溶連菌の が ん 細胞 に 対す る傷害作用 は単 に
一 つ の 因子 の 作用 に よ るも の で は な く , 多 く の 因子の
総合に よ る もの と考え られ . 60 F分画 は そ の 多く の 因
子の 申の 一 つ で あ る と推定さ れ る . ま た . 60F よ り再
分画さ れ た 60F Ⅱ 1分画の 呈 色反応で は , 精製が 無細
胞抽出液か ら60F,60F ], 60F Ⅲ 1分画 と進む に つ れ
て D N A,R N A及 び糖類 はみ と め ら れ な く な り , タ ン
パ ク反応 は強陽性 と なり . こ れ に と も な っ て 抗腫瘍作
用 も増加 し , こ れ と紫外線吸収 ス ペ ク ト ル の 成績な ど
と総合し て みれ ば 60F 〕 1分画 の 本態 は タ ン パ ク で
ある と考 え られ る . しか し , disc電気泳動法に よる 実
験で は60F Ⅱ 1分画 に は い ま だ 数多 く の タ ン パ ク が
含ま れ て おり t さ ら に 精製が 必 要と 考え ら れ る ,
表5at 表 5bに 示 した 如く60F Ⅲ分画ま た は60F -
45,60F - 425,60F - 40及び60F - 0 分 画特に 60F
~ 0分画 に は腫瘍細胞傷害作用 が み ら れ ず溶血活性 の
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み が み ら れ る が , 従来 , 溶連菌菌体内溶血毒素に つ い
て は Schw ab
3 O) は溶連菌菌体 を超音波 で 破壊 し て え
ら れ る上宿液 に S LS と よ く似 た溶血毒素 が あ る こ と
を 報告 し . ま た Taketo ら31)は 金剛砂 で 破壊 し た 菌体
の 無細胞抽出液か ら溶血活性をも っ 分画 を分離 し . 同
分画に 精製 R N A棲品 A F を添加 し てイ ン キ エ ペ ー 卜
す る と 溶血活性が増加す る こ と を報告 して い るが , そ
の 本態 に つ い て は明 らか に さ れ て い な い . 本研究で は .
強 い 溶血活性 を も つ 分画60F Ⅲ が分離 され . 同分画 は
紫外線吸収 ス ペ ク ト ル . 呈色反応並 び に分離方法か ら
タ ン パ ク で あ る と考え られ る成績 が え られ た が , この
こ と は 菌体内溶血毒素の 解明に 大 き な辛が か り を 与え
る もの と考 え られ る .
結 輪
抗腫瘍性溶連菌の 無細胞抽出液 より 硫酸 ア ン モ エ ウ
ム 濃度別分画沈澱備 に よ っ て 腫瘍細胞傷害性 と溶血活
性 を も つ 60F 分画を分離 した が , 60F 分画を さ ら に 各
種濃度 の 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 液 に 溶解 させ る こ とで 9 つ
の 分画標品 を分離 し, こ れ ら各分画標品の 腫瘍細胞傷
害性及 び溶血活性 に つ い て の 実験成績か ら9 つ の 分両
棲品 は次 の 如 く , 1. 腫瘍細胞傷害活性 も溶血活性もみ
と め ら れ な い 分画群60F l; 2 . 蛙癌細胞傷零活性が
強く, 溶 血活性が ほ と ん どみ と めら れ な い 分画群 60 F
II, 3. 溶血活性 の み み と め ら れ て 細胞傷専性の み と め
られ な い 分 画群60F Ⅲの 3 つ に 大別する こと が で き ,
腫瘍細胞傷害性 と溶血活性 は異な る もの で あ る こ と を
実証 し . ま た 腫瘍細胞傷害性分画及 び溶血活性分画の
本態 はタ ン パ ク で あ ると する成績 を え た .
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C Ology, Scho olof Medicin e, Kan azaw aUniversity, 9 20,Japan. J. Ju ze nMed. So c. , 89, 3 4- 4 6
(1 980).
A bstract sinc e6 0 Fproduct obtain ed fr om ce11 fre e e xtr a ct of a ntic anCer hem olytic strepto･
C O C Ci hasbeen de m o nstrated to poss e ss both t he a ntic anC e ra Ctivity and t he hem olytic a ctivity,
the isolation expe rim e nt of antic anc e rprepa r ation fro m 6 0 Fpr oduct w a s c a rried out in this
Study.
The 6 0F product w asdis s oIv edsu c c e ssiv elyinto O ･5 7 5, 0･5 5, 0 ･5 2 5, 0･5 0, 0･47 5, 0 ･45,0 ･4 2 5,
0.4 0and O
.O s aturated a mm o niu m s ulfate solutio n(PH 7.1)step by stepin that orde r. A fterthe
Centri fugation of each s olutio n, t he supe rn ata nt w a sdialyz ed against satu r ated a m m o niu m
Sulfate solutio n ovemight unde rt he cold. T he precipitate t hu s ob tain ed wa s co11e cted byt he
Centri fugation and dissolved in dist lled w ate r. A fter t he s olutio n w as dialyzed against distilled
W ater
,
the dialysate waslyophilz ed . N in eprepar ation st hus pr epa red w e r etested fort hehe m o-
1ytic activity a nd the a ntic a ncer a ctivity again st E hrlich c a r cino m ace11sin thein vitr o-in viv o
assay syste m, 1. e･ a mixt11re Of E hrlich c a r cin o m ace11s s uspe n sio n a nd a solutio n of te stedpr epa
-
r ation w as incubated at 3 7
0
c fo r2 hou rs. Afterthe in c ubatio n, the mixtu r e w a sinje cted intr a-
Pe ritd nea11yinto a mo us e, and itw a sobs erved for 6 0 days,
Ac c o rd ing to the re sults of the antic a n c e r e xperim e nt a nd the hem olysis e xperim e nt, 9
prepar atio n sw e r edividedintot he fonowing3 gr oups.
Gr o up l･ 6 0 FIw hich po ses sed n eit he rthe anticqn c e r a ctivity nort he he m olysis activity･ To
t his 6 0 FI belong the preparatio ns which diss oIv ed into O･5 7 5, 0 .5 5,0 .5 2 5satu r ated a m m o niu m
S ulfates olutio n.
Gro up 2･ 6 0 F IIwhich po se sed t he a ntic a n c e r activity abo ut 3tim es as potent a sthatof 6 0 F,
but possess ed uttle he molytic activity. To tlis 6 0 F II belong the prepa r ation s which dis s oIv ed
in to O .5 0 and O.4 7 5satur ated a m m o niu m solution .
Group 3. 6 0 F IIIwhich posses sed the hem olytic a ctivity abo ut 3 tim e sas pote nta st hat of60 F
Pr Odu ct, but possessed 止ttle a ntic a n c e ra ctivity. To t his 6 0 F III belo ng the prepa rations which
dissoIved intoO .4 5
,
0 .4 2 5
,
0.4 0a nd O
.O s atu r ated a m m o niu m sulfate s olutio n.
T hu s, t he prep aratio n which po ss ess ed o nly the antican cer a ctivity w a sisolated from 6 0 F
Pr Odu ct with the antican c e r a nd he m olytic a ctivities, a nd itwa s als o de m o n str ated t hat the
he molytic activity w asindiffe rrent to t he a ntican c e r effe ct･ A Iso, the data o nphysic al a nd
Che micalprope rties of 6 0 F I, 6 0 FII, 6 0 FIIIw e repr es e nted in dic atingthat e a ch of t he m w a s a
mixtu reofse v er alv a rieties ofpr otein .
